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摘  要：本文通过研究酶浓度、酶的作用时间、菌龄、菌体预处理等不同因素对原生质体形成与再生的影响，得

出了果胶酶产生菌 ZH-g原生质体制备和再生的最佳条件：加入 0.6μg/ml的氨苄青霉素进行菌体预处理，选用对数

生长期的菌株，以 1.2mg/ml溶菌酶 37℃保温处理 2h，原生质体形成率为 92%，再生率达 50.7%。
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Abstract ：The optimum conditions for preparation and regeneration of ZH-g protoplast were obtained after studying the effects

of different factors on them. Under this circumstance- treating strains in log phase with concentration of 1.2mg/ml lysozyme for

2 hours, after pretreatment on the cells with 0.6μg/ml ampicillin, the protoplast formation is up to 92%, and regeneration reaches

50.7%.
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果胶酶是作用于果胶质的一类酶的总称[ 1 ]。由于

其在食品、纺织、造纸、环境保护及饲料加工等领

域的广泛应用[ 2～4 ]，市场对果胶酶的需求也日益高涨。

而果胶酶研究和生产中的一个关键问题是高产菌株的获

得。目前，在菌种选育方面，国内外多以菌体细胞

为作用对象，采用各种理化手段进行诱变，而以原生

质体作为诱变对象获得果胶酶细菌高产菌株的报道还很

少[ 5 ]。

原生质体相对于菌体细胞由于缺乏了细胞壁的保

护，因此对于各种诱变剂更为敏感，且更易发生变异。

本文通过研究不同因素对果胶酶产生菌原生质体形成与

再生的影响，获得了原生质体制备和再生的最佳条件，

为下一步的诱变育种提供了条件。

1 材料与方法

1.1 菌种来源

菌株 ZH-g为本实验室选育菌株[6]

1.2 培养基

1.2.1 试管斜面培养基[6]

1.2.2 完全培养基(CM)(%)[7]

牛肉膏 1，蛋白胨 1，葡萄糖 0 . 5，酵母膏 0 . 5，

NaCl 0.5，pH7.0～7.2，固体培养基加 2%琼脂粉。

1.2.3 再生培养基(DM)[8]

给 CM培养基内加入 0.5mol/L蔗糖，pH7.0～7.2，

固体培养基加 2 % 琼脂粉，半固体培养基加 0 . 7 % 琼脂

粉 。

1.2.4 原生质体制备液或原生质体稀释用高渗缓冲液

(DF)[8]

0.5mol/L蔗糖，0.25mol/L丁二酸钠，0.001mol/L

EDTA，0.02mol/L K2HPO4，0.11mol/L KH2PO4，0.01mol/L

M g C l 2，p H 7 . 5。

1.3 原生质体制备与再生[7～13]

1.3.1 菌体培养

将已活化的 ZH-g取一环接入装有 CM培养液的锥形

瓶中(60ml/250ml)，35℃振荡培养过夜，再按 1%的接种

量接入新鲜的 CM液中(60ml/250ml)，35℃振荡培养 3h，

加入终浓度为 0.6μg/ml的氨苄青霉素，继续培养至所需

要的时间。

1.3.2 原生质体形成

取青霉素处理过的菌液离心(4000r/min)15min，用DF

液洗涤沉淀两次，将菌体悬浮于等体积的 D F 液中，调

节菌悬液浓度为 106～107个 /ml。分别取适量上述菌悬液

加入 6只装有 DF液的无菌试管(或离心管)中。然后加入

浓度为 6mg/ml的溶菌酶液(其中 1只管内不加溶菌酶，用

来进行原菌计数)，使其最终作用浓度分别为 0.4、0.8、

1.2、1.6、2mg/ml。37℃水浴保温作用，隔一定时间

摇动，使菌体悬浮，充分酶解并避免原生质体聚积成

团。定时取样(0.5、1、1.5、2、2.5、3h)，用相差

显微镜观察原生质体形成情况；用活菌计数法求原生质

体的制备率及再生率。

1.3.3 原生质体形成率和再生率的计算

① 原菌计数：将青霉素处理后,溶菌酶处理前的菌

体，经无菌水系列稀释于 C M 平板上培养，(采用混合平

板法，每稀释度重复三个平板)，计算原菌数( A )。

② 将溶菌酶处理后的菌体分别经两个过程处理：

a：用无菌水稀释，在 C M 平皿上培养计数(采用混合平

板法或涂布法，每稀释度重复三个平板)，生长的菌落

数为未形成原生质体的抗低渗透压的原菌数(B)；b：用

D M 液系列稀释，采用夹层混合平板法在 D M 平皿上培

养， (每稀释度作三个平皿)，35℃倒置培养 24～48h，

所长出的菌落数为原生质体再生的菌数和从未形成原生

质体的原菌数之和(C)。

                                     
A－B

原生体形成率 = ——————— 100%

                                       
A

                                     
 C－B

原生体再生率 = ——————— 100%

                                     
A－B

2 结果与分析

原生质体的制备从本质上讲是各类溶壁酶对细胞壁

的酶解生化过程。而原生质体再生，则是原生质体形

成细胞壁，进而在普通培养基上生长繁殖的过程。影

响原生质体制备和再生的因素很多，包括菌体预处理、

酶浓度、酶的作用时间、菌龄等等。

2.1 青霉素预处理对原生质体形成的影响

制备率(%)
组别

1h 1.5h 2h 2.5h 3h

加氨苄青霉素 45 78 93 95 82

不加氨苄青霉素 27 45 51 69 73

表 1    氨苄青霉素对原生质体形成的影响

Table 1     The effect of ampicillin on protoplast formation

溶菌酶浓度：1.2mg/ml。

如表 1 所示，菌体培养时加入适量的氨卞青霉素可

促进原生质体的形成。这主要是因为氨苄青霉素能够抑

制细胞壁的合成。氨苄青霉素为β-内酰胺类抗生素，可

与转肽酶的活性中心结合，从而抑制肽桥的形成，进一

步抑制细菌细胞壁主要成分肽聚糖的交联和网状结构的形

成，最终抑制细胞壁合成。所以，加入氨卞青霉素可
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增强菌体对溶菌酶的敏感性，有利于原生质体的形成。

2.2 溶菌酶浓度与作用时间对原生质体形成的影响

表 2 清楚地显示了原生质体形成率随酶浓度的增

加而提高，但再生率则呈下降趋势。当溶菌酶浓度为

1.2mg/ml时，其原生质体形成率达 90%～92%，再生率

为 50.7%，说明此浓度对于 ZH-g的原生质体形成及再生

较适宜，不但原生质体的形成率高，其再生率也较高。

2.2.2 溶菌酶的作用时间对原生质体形成率和再生率的

影响

将摇床培养至对数期的菌液加入 1.2mg/ml 的溶菌

酶，分别作用不同时间后测定其原生质体的形成率和再

生率，结果如图 2 所示。

图 2 表明，Z H - g 菌株原生质体形成率随酶解时间

的延长而增加，而再生率则呈下降趋势，因此选用 2 h

为酶作用的最佳时间，在此条件下制备的原生质体再生

率最高，且形成率也高。

2.3 菌龄对原生质体形成和再生的影响

分别取摇床培养 4、8、12、16、20h 经青霉素处

理过的菌液加入 1.2mg/ml的溶菌酶作用 2h，测定原生质

体的形成率和再生率。
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图 1    溶菌酶浓度与作用时间对原生质体形成的影响

Fig.1     The effects of concentration and reaction time of

lysozyme on protoplast formation

溶菌酶浓度(mg/ml) 0.4 0.8 1.2 1.6 2

原生质体形成率(%) 25 30 92 95.5 98

原生质体再生率(%) 2 9 50.7 38 25

表 2    溶菌酶浓度对原生质体形成率与再生率的影响

Table 2    The effect of concentration of lysozyme on protoplast

formation and regeneration
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图 2   酶作用时间对原生质体形成率和再生率的影响

Fig.2     The effects of the reaction time of lysozyme on protoplast

formation and regeneration

菌龄(h) 4 8 12 16 20

原生质体形成率(%) 37 89 71 59 52

原生质体再生率(%) 11 44 35 29 20

表 3    菌龄对原生质体形成率与再生率的影响

Table 3     The effect of different growth phase on protoplast

formation and regeneration

如图1所示，通过采用不同浓度(0.4～2.0mg/ml)的溶

菌酶以不同时间(0.5～3h)处理 ZH-g，得出 2mg/ml溶菌酶

作用 3h，原生质体形成率可达 99%～100%；1.6mg/ml溶

菌酶作用 2.5h，原生质体形成率达 97.5%，作用 3h 达

99%；1.2mg/ml 溶菌酶作用 2h，原生质体形成率约为

9 0 %～9 2 %，作用 2 . 5 h，原生质体形成率达 9 5 %。从

制备原生质体的效果来看，实验的最佳条件是 2mg/ml的

酶量，3 7℃保温 3 h。但是最佳的原生质体形成条件并

非是原生质体再生的最适条件，因为酶量过大、酶解

时间过长，首先会严重影响原生质体活性；其次会使细

菌脱壁太彻底，从而失去了原生质体再生时合成细胞壁

的引物。因而为了兼顾原生质体形成率与再生率，必

须选择合适的酶浓度和酶解时间。

2.2.1 酶浓度对原生质体形成率和再生率的影响

适宜的酶浓度是影响原生质体制备的重要因素，酶

浓度过大时，酶中往往含有对原生质体有害的酶类(如

过氧化物酶、核糖核酸酶等)，随着酶量的增加，杂酶

的浓度也会随之增加，当达到一定浓度时，必然会影

响原生质体的活性；其次，酶浓度过大，一方面易使

菌体凝集，难于原生质体化；另一方面会使细胞脱壁太

彻底，从而降低原生质体的再生率[ 1 3 ]。

将摇床培养至对数期的菌液加入不同浓度的溶菌酶

作用 2 h，测定原生质体的形成率和再生率，结果如表

2 所示。

如表 3 所示，菌龄明显影响原生质体的形成和再

生。一般而言，处于对数生长期菌体的形成率和再生

率均较高，而延迟期一对数前期以及稳定期、衰亡期

这些阶段原生质体形成率和再生率明显降低，这主要是

因为对数期菌体的生理状态相对一致，代谢旺盛、菌

体活性高，对酶的敏感性强，故更易于原生质体化与

再生，稳定期的菌体接近老化，胞壁相对变厚，加之

芽孢杆菌在此期可形成芽孢，非但难于原生质体化，且
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由于菌体本身活性差也难于再生，衰老期的细菌则由于

代谢水平低与生活力极低，对酶反应迟钝，更难于原

生质体化和再生。

2.4 原生质体形成和再生的显微观察

将 ZH-g 菌株及其原生质体采用悬滴法及染色法于

Olympus 显微镜下观察，形态如图 3 和图 4 所示。由图

可见，Z H - g 菌株为细长型杆菌，运动，菌体连接成

链，而其原生质体大部分已完全脱壁，呈球形，且往

往相互堆积成团；取再生单菌落进行镜检，观察到其形

态已恢复成杆状，重新生成细胞壁。

研究酶浓度、酶的作用时间、菌龄、菌体预处理等因

素对其的影响，总结出了果胶酶产生菌 ZH-g原生质体

制备和再生的最佳条件：在菌体生长的适当时期加入

0.6μg/ml的氨苄青霉素进行预处理，选用对数生长期的

菌株，以 1.2mg/ml溶菌酶 37℃保温处理 2h，原生质体

形成率达 92%，原生质体再生率可达 50.7%。此项工作

为下一步的原生质体诱变育种创造了有利条件。
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图 3    ZH-g菌体形态

Fig.3     The strain ZH-g

图 4    ZH-g原生质体形态

Fig.4     The protoplast of the strain ZH-g

3 结  论

影响原生质体形成与再生的因素很多。本文通过

信  息
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由中国农科院农产品加工研究所与国家乳业工程技术研究中心和西南农业大学共同完成的“十五”国际科技合

作计划项目“功能食品技术研究与产品开发”日前在北京通过了科技部组织的专家验收。

该项目建立了β- 葡聚糖的快速检测方法。此外，还研究明确了燕麦β- 葡聚糖可明显降低高血脂症大鼠的血脂

水平，并能有效阻止高血脂症的形成。在此基础上，开发了具有降脂功能的燕麦新型功能食品。

在国内首次应用超临界 C O 2 分离纯化卵黄磷脂，并获得了较好的分离效果。确定了最佳萃取工艺参数，萃取

率高达 9 6 %，攻克了无重力双螺旋搅拌技术、微囊包裹技术等复合蛋黄卵磷脂加工关键技术，研制出两种剂型复

合蛋黄卵磷脂制品和 1 种复合低胆固醇蛋黄蛋白粉，并建立了 1 条中试示范生产线。


